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La presente invention conceme le gene twist, et son utilisation dans le domaine du 
diagnostic e</ou du traitement d'un cancer. 

Le cancer est une des plus fortes causes de mortalite dans les pays developpes. La 
detection precoce d'un cancer est essentielle pour prevenir au mieux son developpement, 
5 le patient a ainsi une meilleure chance de survie et le cout de son traitement s'en trouve 
- - - potentiellement diminue. Paimi les outils de diagnostic qui permettent de pronostiquer la " 
maladie et d'en faire le suivi, on peut citer 1'analyse de l'expression de certains genes cibles, 
qui jouent un role critique dans revolution de certains cancens. Ainsi, dans le cas du cancer 
du sein, on peut citer le gene cible codant pour le recepteur HER2, qui serait surexprime 
10 dans environ Y 4 des cancers du sein invasif (Slamon et al, Science, 1987, 235 :177-182). 
Dans le cas d'un autre cancer, le neuroblastome, tumeur emergeant des cellules de la crete 
neurale a 1'origine de la formation du tissu nerveux sympathique generalement observe chez 
1'enfant de moins de cinq ans, le pronostic peut etre etabli par l'etude de l'oncogene N-myc 
(Seeger et al, N Engl J Med. 1985 ; 313(I8):llll-6 ; Rubie et al J Clin Oncol. 1997 
15 Mar;15(3): 1171-82). 

Ces genes cibles sont un atout considerable dans la lutte contre le cancer, car ils peuvent 
etre utilises comme marqueur de diagnostic et/ou de pronostic du cancer, mais peuvent etre 
egalement la cible de nouveaux medicaments anticancereux. 

D'une maniere surprenante, les inventeurs ont mis en evidence que le gene twist, qui code 
10 pour un facteur de transcription bHLH (basic Loop Helix Loop helix) a motif Leucine 
Zipper, est tres pertinent dans la lutte contre le cancer, tel que le cancer du sein ou le 
neuroblastome. En effet, les inventeurs ont montre que rinhibition de l'expression du gene 
Twist permet de restaurer les proprietes apoptotiques des cellules tumorales et la sensibilite 
a un traitement par chimiotherapie. 

5 A ce titre, Invention conceme l'utflisation d'au moins un inhibiteur de l'expression du gene 
twist pour la fabrication d'un medicament pour lutter contre le cancer, preferentiellement le 
cancer du sein ou le neuroblastome. 
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L'invention conceme egalement ime composition pharmaceutique comprenant au moins un 
inhibiteur de F expression du gene twist et au moins un excipient phatmaceutiquement 
acceptable. 

Au sens de la presente invention, on entend par cancer , toutes les maladies dues a une 
5 multiplication anomiale des cellules, notamment de maniere non Hmitatrice, les myelomes, 
lymphomes, leucemies, carcinomes du rein, du cerveau, du colon, de la prostate, du 
rectum, du pancreas, des ovaires, du poumon, du foie, du sein, les cancers cutanes choisi 
parmi les carcinomes, les melanomes, les neuroblastomes. Selon un mode prefere de 
realisation de 1' invention, le cancer est un neuroblastome ou un cancer du sein. 
10 Par inhibiteur de F expression du gene twist on entend une molecule (ou un ensemble de 
molecules) qui bloque F expression du gene twist 

Le medicament selon Tinvention peut se presenter sous la forme d'une composition 
phannaceutique en association avec au moins un excipient pharmaceutiquement acceptable 
bien connu de Fhomme du metier. Dans les compositions pharmaceutiques selon 

15 Pinventian, pour Fadministration orale, sublingale, sous cutanee, intra musculaire, intra 
veineuse, topique, intratracheal, rectale, transdermique, F inhibiteur du gene twist peut etre 
administre sous forme unitaire d'administmtion ou en melange avec des supports 
pharmaceutiques classiques, et destines a une administration par voie orale, par exemple 
sous la forme d'un comprime, d'une gelule, d'une solution buvable, etc, ou par voie rectale, 

20 sous la forme d'un suppositoire, par voie parenterale, en particulier sous la forme d'une 
solution injectable, notamment par voie intraveineuse, intradermique, sous cutanee, etc, 
selon des protocoles classiques bien connus de Fhomme du metier. 

Lorsqu'on prepare une composition solide sous forme de comprimes, on melange 
Finhibiteur du gene twist avec un excipient pharmaceutiquement acceptable egalement 
25 nomme vehicule pharmaceutique, tel que la gelatine, Famidon, le lactose, le stearate de 
magnesium, le talc, la gomme arabique ou analogues. On peut enrober les comprimes de 
saccharose, d'un derive cellulosique, ou d'autres matieres appropriees. On peut egalement 
les traiter de telles sortes qu'ils aient une activite prolongee ou retardee et qu'ils liberent 
d'une fa?on continue une quantite predetermine de Finhibiteur du gene twist On peut 
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6galement obtenir irae preparation en gelules en melangeant rinhibiteur du gene twist avec 
un diluant et en versant le melange dans des gelules molles ou dures. On peut egalement 
obtenir une preparation sous forme de sirop ou pour radministration sous forme de 
gouttes, dans laquelle l'inhibiteur du gene twist est present conjointement avec un 
edulcorant, un antiseptique, tel que notamment du methylparaben et du propylparaben, 
ainsi qu'un agent donnant du gout ou un colorant approprie. Les poudres ou les granules 
dispersibles dans 1'eau peuvent contenir l'inhibiteur du gene twist en melange avec des 
agents de dispersion ou des agents mouillants, ou des agents de mise en suspension, bien 
connus de 1'homme du metier. Pour une administration parenterals on utilise des 
suspensions aqueuses, des solutions salines isotoniques ou des solutions steriles et 
injectables qui contiennent des agents de dispersion, des mouillants pharmacologiquement 
compatibles, tels que notamment le propyleneglycol ou le butyleneglycol. 



Les inventeurs ont egalement montre que le gene twist pouvait etre utilise pour le pronostic 
15 et/ou diagnostic d'un cancer, tel que notamment le cancer du sein ou le neuroblastome. 

A cet effet, l'invention conceme un procede pour le pronostic et/ou le diagnostic in vitro 
d'un cancer a partir d'un echantillon biologique preleve chez un patient selon lequel on 
determine l'expression du gene twist. 

Selon un mode prefere de realisation de l'invention, ce procede comprend les etapes 
20 suivantes : 

a. on dispose d'un echantillon biologique du patient et on extrait du materiel 
biologique de l'echantulon biologique 

b. on dispose d'au moins un reactif specifique du gene twist 

c. on determine l'expression du gene twist. 

25 On entend par echantillon biolog ique, tout materiel issu du patient, susceptible de contenir 
un materiel biologique pennettant de detecter l'expression d'un gene, et peut etre 
notaimnent un echantillon de sang, de serum, de salive ou de tissu issus d'un prelevement 
de tumeur ou de cellules circulantes du patient. On dispose de cet echantillon biologique 



1er depot 



4 

par tout type de prelevement connu de Fhomme du metier, tel que notamment une prise de 
sang ou une biopsie tissulaire. 

Selon un mode prefere de realisation de Finvention, Fechantillon biologique preleve chez le 
patient est un echantillon tissulaire ou sanguin. 
5 Tel que defibnd precedemment, on entend par cancer , toutes les maladies dues a une 
multiplication anoimale des cellules, notamment de maniere non limitatrice, les myelornes, 
lymphomes, leucemies, carcinomes du rein, du cerveau, du colon, de la prostate, du 
rectum, du pancreas, des ovaires, du poumon, du foie, du sein, les cancers cutanes choisi 
parmi les carcinomes, les melanomes, les neuroblastomes. Selon un mode prefere de 

10 realisation de Finvention, le cancer est un neuroblastoma ou un cancer du sein. 

On entend par materiel biologique tout materiel permettant de detecter f expression d'un 
gene, comme notamment un acide nucleique ou une proteine, L'acide nucleique peut etre 
notamment un AKN (acide ribonucleique) tel qu'un ARNm (ARN messager). 
L' extraction du materiel biologique de Fechantillon biologique lors de Fetape a) peut etre 

15 realisee par tous les protocoles d 5 extraction d'acides nucleiques ou de proteines bien 
connus de Fhomme du metier. 

A titre indicatif, F extraction decides nucleique peut notamment etre realisee par une etape 
de lyse des cellules presentes dans Fechantillon biologique, aim de liberer les acides 
nucleiques contenus dans les enveloppes proteiques et/ou lipidiques des microorganismes 

20 (comme des debris cellulaires qui perturbent les reactions ulterieures). A titre d'exemple, 
on peut utiliser les methodes de lyse telles que decrites dans les demandes de brevet WO- 
A-00/05338 sur la lyse mixte magnetique et mecanique, WO-A-99/53304 sur la lyse 
electrique, et WO-A-99/15321 sur la lyse mecanique. L'homme du metier pourra utiliser 
d ! autres methodes de lyse bien counues, telles que les chocs thermiques ou osmotiques ou 

25 les lyses chimiques par des agents chaotropiques tels que les sels de guanidium (US-A- 
5,234,809). 

Cette etape de lyse est ensuite generaiement suivie d 5 une etape de purification, permettant 
la separation entre les acides nucleiques et les autres constituants cellulaires relargues dans 
Fetape de lyse. Cette etape permet generaiement de concentrer les acides nucleiques. A 
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titre d'exemple, on peut utiliser des particules magnetiques eventuellement revetues 
d'oligonucleotides, par adsorption ou covalence (voir a ce sujet les brevets US-A- 
4,672,040 et US-A-5,750,338), et ainsi purifier les acides nucleiques qui se sont fixes sur 
ces particules magnetiques, par une etape de lavage. Cette etape de purification des acides 
nucleiques est parncuherement interessante si l'on souhaite amplifier ulterieurement lesdits 
acides nucleiques. Un mode de realisation particulierement interessant de ces particules 
magnetiques est decrit dans les demandes de brevet WO-A-97/45202 et WO-A- 
99/35500. Un autre exemple interessant de methode de purification des acides nucleiques 
est rutilisation de silice soit sous forme de colonne, soit sous forme de particules inertes 
(Boom R. et aL, J. Clin. Microbiol., 1990, n°28(3), p. 495-503) ou magnetiques (Merck: 
MagPrepa Silica, Promega: MagneSilTM Paramagnetic particles). D'autres methodes tres 
repandues reposent sur des resines echangeuses d'ions en colonne ou en format particulaire 
paramagnetique (Whatman: DEAE-Magarose) (Levison PR et al., X Chromatography, 
1998, p. 337-344). Une autre methode tres pertinente mais non exclusive pour l'invention 
15 est celle de l'adsorption sur support d'oxyde metallique (societe Xtrana: matiice Xtra- 
BindTM). 

On entend par reactif specifique un reactif qui reagit avec le materiel biologique afin de 
mettre en evidence, d'une maniere directe ou indirecte l'expression du gene twist, qui peut 
etre determine par l'analyse des ARNm issus de ce gene, ou par 1'analyse de la proteine 
20 codee par ce gene. 

A titre indicatif, lorsque Ton souhaite determiner l'expression du gene twist par l'analyse de 
la proteine codee par ce gene, ce reactif specifique comprend au moins in anticorps 
specifique de la proteine codee par le gene twist. 

A titre indicatif, lorsque Ton souhaite determiner l'expression du gene twist par l'analyse des 
ARNm teanscrits a partir de ce gene, ce reactif specifique comprend au moins une amorce 
d'amplification specifique de l'ADN complementaire de cet ARNm (on parle alois 
d'amorce d'amplification specifique du gene twist). L'ADN complementaire d'un ARNm 
peut etre obtenu selon un protocole bien connu de lliomme du metier. 



25 
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A titre indicatif, on extrait brs de Tetape a) du precede selon ^invention les ARN totaux 
(comprenant les ARN ribosomaux, les ARN de transfert, les ARNm) de rechantillon 
biologique. On realise ensuite line reaction de transcription reverse a faide d'une enzyme 
reverse transcriptase qui permet d'obtenir, a partir d'un fragment d'ARN, un fragment 
5 complementaire dADN. La realisation d'une telle etape est bien connue de l'homme du 
metier. Lorsque Ton souhaite plus paiticulierement obtenir uniquement les ADN 
complementaires des ARN messagers, on realise cette etape enzymatique en presence de 

4 

fragments nucleotidiques comprenant uniquement des bases thymine (polyl), qui 
s'hybrident par complementarity sur la sequence polyA des differents ARNm afin de 

10 former un complexe polyT-polyA qui sert alors de point de depart a la reaction de 
transcription reverse realisee par Tenzyme reverse transcriptase. On obtient alors differents 
ADN complementaires des differents ARN messagers initialement presents dans 
rechantillon biologique. Dans la suite de fexpose, on entend par ADNc, un ADN 
complementaire d'un ARN messages 

15 Par amorce ^amplification, on entend un fragment nucleotidique comprenant de 5 a 100 
motifs nucleotidiques, preferentiellement de 15 a 25 motifs nucleotidiques et possedant une 
specificite dliybridation dans des conditions determines pour l'initiation d'une 
polymerisation enzymatique, par exemple dans une reaction d'amplification enzymatique. 
Par reaction ^amplification enzymatique, on entend un processus generant de multiples 

20 copies d'un fragment nucleotidique cible a l'aide d'amorces ^amplification specifiques par 
Taction d'au moins une enzyme. De telles reactions d'amplification sont bien connues de 
l'homme du metier et on peut citer notamment les techniques suivantes : 

- PGR (Polymerase Chain Reaction), telle que decrite dans les brevets US-A- 
4,683,195, US-A-4,683,202 et US-A-4,800,1 59, 

25 - LCR (Ligase Chain Reaction), exposee par exemple dans la demande de brevet EP- 

A-0 201 184, 

- RCR (Repair Chain Reaction), decrite dans la demande de brevet WO- A- 90/0 1069, 

- 3SR (Self Sustained Sequence Replication) avec la demande de brevet WO-A- 
90/06995, 
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- NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification) avec la demande de brevet 
WO-A-9 1/028 18, et 

- TMA (Transcription Mediated Amplification) avec le brevet US-A-5,399,491 
D'une facon plus precise, la NASBA est une technologie d'amplification isotherme de 
l'acide nucleique reposant sur Taction conjointe de trois enzymes (transcriptase inverse 
AMV, Rnase-H et polymerase- ARN T7). Associee a des amorces d'amplification 
specifiques d'une sequence cible, elle amplifie les cibles ARN plus d'un milliard de fois en 
90 minutes. La reaction d'amplification se produit a 41 °C et donne des molecules d'ARN 
simple brin comme produit final. La NASBA necessite me paire d'amorce, dont au moins 
une comprend un promoteur permettant 1'initiation de la transcription par une polymerase 
du bacteriophage 17. 

On parte d'amplicons pour designer les polynucleotides generes par une technique 
d'amplification enzymatique. 

Preterentiellement, lorsque 1'amplification enzymatique est une PCR le reactif specifique 
comprend au moins 2 amorces d'amplification specifiques afin d'amplifier une region 
particuliere de 1'ADN complementaire de l'ARNm issu du gene twist. Lonsque 
rampEfication enzymatique est une PCR realisee apres une reaction de transcription 
reverse, on parte de RT-PCR. 

Par sonde d'hybridation, on entend un fragment nucleotidique possedant une specificite 
dnybridation dans des conditions deteiminees pour former un complexe dnybridation avec 
un fragment nucleotidique cible. 

Par hybridation, on entend le processus au cours duquel, dans des conditions appropriees, 
deux fragments nucleotidiques, tels que par exempte une sonde dnybridation et un fragment 
nucleotidique able, ayant des sequences suffisamment complementaires sont susceptibles 
de former un double brin avec des liaisons hydrogenes stables et specifiques. Un fragment 
nucleotidique "capable de s'hybrider" avec un polynucleotide est un fragment pouvant 
shybrider avec ledit polynucleotide dans des conditions dnybridation, qui peuvent etre 
determines dans chaque cas de fa 5 on connue. Les conditions d'hybridation sont 
determines par la stringence, c'est-a-dire la rigueur des conditions operatoires. 
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LTiybridation est d*autant plus specifique qu'elle est effectuee a plus forte stringence. La 
stringence est definie nofcamment en fonction de la composition en bases d'un duplex 
sonde/cible, ainsi que par le degre de mesappariernent entre deux acides nucleiques. La 
stringence peut egalement etre fonction des parametres de la reaction, tels que la 

5 concentration et le type d'especes ioniques presentes dans la solution d'hybridation, la 
nature et la concentration d'agents denaturants et/ou la temperature d'hybridation. La 
stringence des conditions dans lesquelies une reaction d'hybridation doit etre realisee 
dependra principalement des sondes d'hybridation utilisees, Toutes ces donnees sont bien 
connues et les conditions appropriees peuvent etre deteiminees par rhomme du metier. En 

10 general, selon la longueur des sondes d'hybridation utilisees, la temperature pour la reaction 
d'hybridation est comprise entre environ 20 et 70°C, en particulier entre 35 et 65°C dans 
une solution saline a une concentration d'environ 0,5 a 1 M, On realise ensuite une etape de 
detection de la reaction d'hybridation. 

Par detection on entend soit une detection directe par une methode physique, soit une 
15 methode de detection a Paide d'un marqueur. De nombreuses methodes de detection 
existent pour la detection des acides nucleiques. [Voir par exemple Kricka et al., Clinical 
Chemistry, 1999, n° 45(4), p.453-458 ou Keller G.H. et al, DNA Probes, 2nd Ed., 
Stockton Press^ 1993, sections 5 et 6, p.173-249]. Par marqueur, on entend un traceur 
capable d'engendrer un signal. Une liste non limitative de ces traceurs comprend les 
20 enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence ou 
luminescence, comme la peroxydase de raifoit, la phosphatase alcaline, la 
betagalactosidase, la glucose-6-phosphate deshydrogenase ; les chromophores comme les 
composes fluorescents, luminescents ou colorants ; les groupements a densite electronique 
detectables par microscopic electronique ou par leurs proprietes electriques comme la 
25 conductivity par les methodes d'amperometrie ou de voltametrie, ou par des mesures 
d'impedance ; les groupements detectables par des methodes optiques comme la 
diffiaction, la resonance plasmon de surface, la variation d'angle de contact ou par des 
methodes physiques comme la spectroscopic de force atomique, l'effet tunnel, etc, ; les 
molecules radioactives comme 32P, 35S ou 1251. Ainsi, le polynucleotide peut etre 
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marque pendant l'etape d'amplification enzymatique, par exemple en utilisant un nucleotide 
triphosphate marque pour la reaction d'amplification. Le nucleotide marque sera un 
desoxyribonucleotide dans les systemes d'amplification generant un ADN, comme la PCR, 
ou un ribonucleotide dans les techniques d'amplification generant un ARN, comme les 
techniques IMA ou NASBA. Le polynucleotide pent aussi etre marque apres l'etape 
d'amplification, par exemple en .hybridan! une sonde- marquee selon la technique 
d'hybridation sandwich decrite dans le document WO-A-91/19812. 
Un autre mode particuHer preferentiel de marquage d'acides nucleiques est decrit dans la 
demande FR-A-2 780 059. Un autre mode preferentiel de detection utilise I'activite 
exonuclease 5>-3' d'une polymerase, tel que decrit par Holland P.M., PNAS (1991) p 
7276-7280. Des systemes d'amplification du signal peuvent etre utilises comme decrit dans 
le document WO-A-95/08000 et, dans ce cas, la reaction preliminaire d'amplification 
enzymatique peut ne pas etre necessaire. 

Au sens de la presente invention, la sonde d'hybridation peut etre une sonde dite de 
capture. Dans ce cas, le fragment nucleotidique cible peut etre prealablement marque au 
moyen d'un marqueur. La sonde dite de capture est immobilize ou immobilisable sur un 
support solide par tout moyen approprie, c'est-a-dire directement on indiiectement, par 
exemple par covalence ou adsorption. On realise ate une reaction d'hybridation entre 
ladite sonde de detection et le fragment nucleotidique cible marque. 

La sonde d'hybridation peut egalement etre une sonde dite de detection. Dans ce cas, la 
sonde d'hybridation peut etre marquee au moyen d'un marqueur. On realise alors une 
reaction d'hybridation entre ladite sonde de capture et le fragment nucleotidique cible. La 
sonde de detection peut etre egalement une sonde de detection « molecular beacons » telle 
que decrite par Tyagi & Kramer (Nature biotech, 1996, 14 :303-308). 

La ^termination de 1'expression du f *ene twist (etape c) peut etre realisee par tous les 
protocoles connus de l'homme du metier. Cette expression peut etre analysee par 
I'expression des ARNm qui sont transcrits a un moment donne. Dans ce cas, le materiel 
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biologique est un acide nucleique, et le reactif specifique peut etre indifferernment une 
amorce d'amplification ou une sonde d'hybridation telles que definies precedemment. 
L'expression du gene twist peut etre egalement analyse par l'expression des proteines 
codees par ce gene. Dans ce cas, le materiel biologique est une proteine et le reactif 
specifique peut etre un anticorps specifique de la proteine codee par le gene twist 
A rite indicatif, on peut determiner l'expression du gene twist de la maniere suivante: 

1) apres avoir extrait les ARN totaux d'un echantillon biologique tel que defini lors 
de l'etape a) du precede selon l'invention telle que presentee precedemment, on realise une 
etape de transcription reverse, telle que decrite precedemment afin d'obtenir les differents 
ADN complementaires des differents ARN messagers initialement presents dans 
l'echantillon biologique (ou ADNc) 

2) on amplifie specifiquement les ADNc . Dans ce cas, le reactif specifique utilise 
comprend au moins une amorce d'amplication specifique du gene twist. Cette etape peut 
etre realisee notamment par une reaction d'amplification de type PCR ou par toute autre 
technique d'amplification telle que definie precedemment. 

3) on determine l'expression du gene twist en quantifiant les ADNc. Les ADNc 
peuvent etre quantifies notamment par l'utilisation d'une gamme de quantification obtenue 
par une reaction d'amplification conduite jusqu'a saturation. Afin de tenir compte de la 
variabilite d'efficacite enzymatique qui peut etre observee lors des differentes etapes 
(transcription reverse, PCR...), on peut normaliser l'expression du gene twist des differents 
groupes de patients, par la determination simultanee de l'expression d'un gene dit de 
menage, dont l'expression est similaire chez les differents groupes de patients. En realisant 
un rapport entre l'expression du gene cible et l'expression du gene de menage, on corrige 
ainsi toute variabilite ente les differentes experimentations. L'homme du metier pourra se 
referer notamment aux pubHcations suivantes : Bustin SA Journal of molecular 
endocrinology, 2002, 29: 23-39 ; Giulietti A Methods, 2001, 25 : 386-401. 

On peut egalement determiner l'expression du gene twist de la maniere suivante: 

1) apres avoir extrait les ARN totaux d'un echantillon biologique tel que defini lors 
de l'etape a) du precede selon l'invention telle que presentee precedemment, on realise une 



1 er depot 



11 

etape de transcription reverse, telle que decrite precedemment afin d'obtenir les differents 
ADN complementaires des differents ARN messagers initialement presents dans 
Techantillon biologique (ou ADNc) 

2) on immobilise les ADNc sur une membrane 
5 3) on determine Pexpression du gene twist en hybridant les ADNc a des sondes 

dTiybridation specifiques du gene twist prealablement marquees. De telles techniques 
dliybridation sont bien connues de Thomme du metier, et on peut titer notamment la 
technique du Northern blot. Cette reaction d'hybridation peut etre realisee apres une etape 
^amplification specifique des ADN complementaires des ARN messagers du gene twist. 

10 L' analyse de regression du gene twist permet alors de disposer d'un outil pour le 
diagnostic et / ou le pronostic d'un cancer. On peut par exemple analyser Pexpression du 
gene twist chez un patient susceptible de developper un cancer, et en comparant cette 
expression avec des valeurs depression moyenne connues du gene twist de patients sains 
et des valeurs d' expression moyenne connues du gene twist de patients atteint d'un cancer, 

15 determiner si le patient developpe un cancer afin de lui proposer un traitement adapte. 

L'invention conceme enfin un kit de diagnostic et/ou de pronostic d'un cancer comprenant 
au moins un reactif specifique du gene twist, tel que defmi precedemment. 

20 Les exemples suivants sont donnes a titre illustratif et n'ont aucun caractere limitatif. Ds 
permettront de mieux comprendre Finvention. 

Exemple 1 - Expression du gene Twist dans le neurobastome 

1) Caracteristiques des echantillons biologiques : 23 echantillons de 
25 neuroblastome, obtenus aupres du Centre Leon Berard (CLB) de Lyon, France, ont ete 
utilisees dans cette etude. Ces echantillons de neuroblastome ont ete preleves 
prealablement a tout traitement therapeutique. Chaque tumeur a ete classee suivant la 
classification INSS (International Neuroblastoma Staging System; Brodeur et al ; (1993) J. 
Clin. Oncol 11, 1466-77). On distinguait alors 12 tumeurs de stade 1/2, 4 tumeurs de 
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stade 4s et 7 echantillons de stade 4 (2 ponctions tumorales, 1 biopsie, 4 ponctions 
medullaires massivement envahies). L'analyse histochirnique montrait dans les tumeurs 
localisees la presence d'environ 80% de cellules tumorales. L'analyse ininaunocytochimiqiie 
montrait egalement dans les ponctions de moelle osseuse la presence d'environ 80% de 
5 cellules tumorales. L'age median des patients au moment du diagnostic du neuroblastoma 
etait de 10 mois et demi ? et 5 patients sont decedes au cours de la periode de suivi median 
de 75 mois. Les patients ayant decede au cours de l'etude, et les patients presentant un 
neuroblatome de stade 4 etaient qualifies de patients de mauvais pronostic (MP), alors que 
les patients en vie, ayant developpe un neuroblastoma de stade 1, 2 et 4s etaient qualifies 
10 de patients de bon pronostic (BP) (qualification selon Brodeur, 2003, Nat Rev Cancer, 
203-216). Cette analyse a ainsi ete realisee sur 8 patients MP et 15 patients BP. 

2) Extraction du materiel hiologique (ARN totaux) de Vechantillon 
biologique : les ARN totaux ont ete extraits par l 5 utilisation d'un tampon Trizol®. Apres 
l'etape d'homogenisation dans 1 a 1,5 ml de tampon Trizol (Invitrogen, Cergy Pointoise, 

15 France), les homogenats ont ete traites avec 300 \x\ de chlorofomie pom eliminer les 
contaminants proteiques et Upidiques. Les ARN ont ensuite ete precipites avec 750 pi d' 
isopropanol, et laves deux fois dans de rethanol 80 % (vol/vol) et resuspendus dans de 
Feau DEPC. Les ARN totaux ont ensuite ete purifies dans des colonnes Qiagen RNeasy 
columns (Qiagen, Hilden, Germany) selon les instructions du fabriquant, a Fexception de 

20 Felution finale qui a ete realisee dans 200 \xl d'eau RNAse free apres une minute 
d'incubation a 65°C. Avant l'etape de transcription reverse, une etape de precipitation 
supplementaire a ete realisee par une solution d'acetate d'ammonium (0,5 volumes, 7,5M) 
et ethanol (2,5 volumes) afin d'accroitre la concentration et la purification des ARN totaux. 
L'integralite et la qualite des ARN totaux ont ete verifiees par le bioanalyseur AGILENT 

25 2100 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). 

3) Hybridation sur puce a ADN : Afin d'analyser l'expression du gene twist dans 
le neuroblastomes de patients BP et MP, les ADN complementaires (ADNc) des ARNm 
contenus dans les ARN totaux tels que purifies ci dessus, obtenus a partir de 1 0 jag d'ARN 
totaux par Putilisation de 400 unites de Fenzyme de transcription reverse Superscript!! 
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(Invitrogen) et 100 pmol d 5 amorce poly-T contenant le promoteur de la T7 promoter (T7- 
oligo(dT)24-primer ? Proligo, Paris, France). Les ADNc ainsi obtenus ont ensuite ete 
extraits avec du phenol/chlorofoime, et precipites tels que decrit precedemment par de 
1'acetate d'ammonium et de Pethanol, et remis en solution dans 24 (nl d'eau DEPC. Un 
volume de 20 jil de cette solution purifiee dADNc a fait Pobjet ensuite d'une transcription 
in vitro par l'utilisation d'une ARN polymerase 17 qui reconnait specifiquement le 
promoteur de la T7 polymerase tel que mentionne ci dessus. Cette transcription permet 
d'obtenir PARNc de 1' ADNc. Cette transcription a ete realisee par l'utilisation d'un kit 
Bioairay High Yield RNA Transcript Labeling Kit (Enzo Diagnostics, Faimingdale, NY), 
qui permet non seulement d'obtenir PARNc mais egalement Incorporation de bases 
cytidine et uridine biotinylees lors de la synthese de l'ARNc . 

Les ARNc purifies ont ensuite ete quantifies par spectrophotometries et la solution d'ARNc 
a ete ajustee a une concentration de 1 jag/jil d'ARNc. L'etape de clivage de ces ARNc a 
ensuite ete realisee a 94°C pendant 35 min, par Putilisation d*un tampon de fragmentation 
(40 mM de Tris acetate, pH 8,1, 100 mM d'acetate de potassium, 30 mM d'acetate de 
magnesium) afin de provoquer I'hydrolyse des ARNc et obtenir des fragments de 35 a 200 
bp. Le succes d'une telle fragmentation a ete verifie par mie electrophorese sur gel 
d'agarose 1,5%). 

Ensuite, 10 ^g d'ARNc fragmentes issus de chaque echantillon ont ete ajoutes a un tampon 
d'hybridation (Aflfymetrix) et 200 \i\ de cette solution ont ete mis en contact pendant 16 h a 
45°C sur une puce d'expression (Human Genome U95Av2 GeneChip® (Aflymetrix), 
selon le protocole d'Affymetrix tel que decrit sur le site internet d'Affymetrix (voir 
notamment a l'adresse suivante 
http ://www.affyme^ 

Les resultats montraient une surexpression (x 10,8) du gene twist dans les neuroblastomes 
de patients de mauvais pronostic, par rapport a 1'expression du gene twist des 
neuroblastomes de patients de bons pronostics, indiquant un role du gene Twist dans le 
neuroblastoma. L'analyse montrait egalement une correlation entre 1'expression du gene 
Twist et 1'expression du gene N-Myc. 
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Exemple 2 - Expression du gene Twist dans le cancer du sein 

1) Caracteristiques des echantillons biologiques : L 'exemple presente ci apres a 
ete realise a partir de 23 echantillons de tumeurs du sein, obtenus aupres de la Polyclinique 

5 Urbain V, Avignon, France. Toutes les tumeurs ont ete obtenues par un prelevement 
chirurgical effectue prealablement a toutes therapies (hormonotherapie, radiotherapie ou 
chimiotherapie). On distinguait alors des tumeurs de stade SBRI, c'est a dire des tumeurs 
de bon pronostic et des tumeurs de stade SBRII/ni, c'est a dire des tumeurs de mauvais 
pronostic. Toutes les tumeurs etaient testees en immunohistochiinie et pesentaient une 
10 expression du recepteur alpha a l'cestrogene. De plus, les ganglions lymphatique des 
patientes n'etaient pas atteints des cellules tumorales. 

2) Extraction du materiel biologique (ARN totaux) de Vechantillon 
biologique : les ARN totaux ont ete extraits de 23 echantillons tumoraux, par I'utiMsation 
d'un tampon Trizol®. Apres l'etape d'homogenisation dans 1 a 1,5 ml de tampon Triad 

15 (Invitrogen, Cergy Pointoise, France), les homogenats ont ete traites avec 300 pi de 
chlorofoime pour eliminer les contaminants proteiques et lipidiques. Les ARN ont ensuite 
ete precipites avec 750 pi d'isopropanol, et laves deux fois dans de l'ethanol 80 % 
(vol/vol) et resuspendus dans de l'eau DEPC. Les ARN totaux ont ensuite ete purifies dans 
des colonnes QiagenRNeasy columns (Qiagen, Hilden, Germany) selon les instructions du 

20 fabriquant; a l'exception de l'elution finale qui a ete realisee dans 200 pi d'eau RNAse free 
apres une minute d'incubation a 65°C. Avant l'etape de ti-anscription reverse, une etape de 
precipitation supplementaire a ete realisee par une solution d'acetate d'ammoniuni (0,5 
volumes, 7,5M) et ethanol (2,5 volumes) afin d'accroltre la concentration et la purification 
des ARN totaux. L'integralite et la qualite des ARN totaux ont ete verifiees par le 

25 bioanalyseur AGILENT 2 1 00 (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). 

3) Hybridation sur puce a ADN : Afin d'analyser 1 'expression du gene twist dans 
des tumeurs du sein de stade SBRI et stade SBRII/III, les ADN complementaires (ADNc) 
des ARNm contenus dans les ARN totaux tels que purifies ci dessus, ont ete hybrides sur 
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des puces (^expression (U95Av2, Affymetrix) comme indique dans Pexemple 1, 
paragraphe 3. 

Les cellules provenant de tumeurs du sein de stade SBRH/UI montraient tine 
expression moyenne du gene Twist qui etait 2,3-fois plus elevee que l'expression moyenne 
5 dans les tumeurs du sein de stade SBRI. Ces resultats demontrent que les cellules 
tumorales de mauvais pronostic sont associees a une sui-expression du gene twist, indiquant 
un role du gene Twist dans le cancer du sein. 

Exemple 3 - Correlation de l'expression du gene Twist et de Fexpression du gene 
10 N-Myc dans le neuroblastome 

1 ) Caracteristiques des echantillons hiologiques (culture de celhdes de 
neuroblastome): differentes lignees cellulaires ont ete etablies par le Centre Leon Berard a 
partir de biopsies tumorales et caracterisees quant a leur statut d'amplification du gene JV- 
Myc, soit simple copie (CLB-/SedP, -/Ga), soit N-Myc amplifiee (-/Car, -/Pe, -/Esp, -/Br, 

15 -/Bab, -/Ber, -/Deb, -/Bar, -/Ghe, -/Bac, -/Trk, ~/LS, -/Ma, -/Rem, -/Vol). Les autres 
lignees N-Myc ont ete fournies respectivement par les Dr Bieder, Kemshead, Schwab et 
Plnstitut Gustave Roussy-Paris. II s'agit respectivement des cellules N-Myc simple copie 
SK-N-SH, SK-N-AS et SHEP, et N-Myc amplifie WAC 5 Tet21N et IGR-N91 . 
Ces lignees cellulaires sont entretenues a 37°C sous 5% de CD2 dans 12 ml de milieu de 

20 culture RPMI 1640 (GIBCO Invitrogen corporation) supplemente en Serum de Veau 
Foetal (SVF) decomplemente 10%, glutamine 2% et penicffline/streptomycine (lOOOOU/ml; 
lOOOOjag/ml). Les cellules sont soumises a Faction de TEDTA (Life- technologies) et 
reensemencees a la densite detemiinee. 

Les cellules MEF ou MEF Imk4a- Arf-/- ont ete gracieusement fournies par le Dr M. van 
15 Lohuizen. Ces cellules sont des cellules primaires embryonnaires. Ces cellules sont cultivees 
a 37°C sous 5% de C02 en milieu DMEM (Invitrogen corporation) supplemente SVF 
10%, glutamine 2% et P/S (10 000 U/ml). 

2) Extraction des ARN : L'extraction des ARN totaux est realisee a partir des 
culots a sec a Faide du reactif "TriReagent" (Sigma) sur colonne "Phase Lock Gel Heavy" 
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(Eppendorf). Les culots d'ARN obtenus sont resuspendus dans un volume de 20ul d'eau 
"RNAse-free" et leurs concentrations estimees par lecture de la DO a 260 nm. La synthese 
d'ADNc est effectuee avec Ie "kit First strand cDNA synthesis" (Amersham) a partir de 1 
u-g d'ARN dilues dans 8pl d'eau "RNAse-free". Les ADNc obtenus sont denatures a 95°C 
pendant 5 min. Les ADNc sont conserves a -30°C jusqu'a leur utilisation. 

3) PCR en temps reel : Ces resultats ont ete confirmes par PCR en temps reel. 
Pour cela, l'amplification a ete effectuee sur l'appareil "ABI-PRISM 7000 Sequence 
Detection System", dans un volume de 25 pi, en presences des amorces et sondes, 
presentees ci dessous, a des concentations respectives de 300 nM, en utilisant le melange 
reactionnel "Taq-man Master Mix 2X" (Applied Biosystems) et selon les conditions [ 95°C 
pendant 15 sec; 60°C pendant 1 min ] x 50 cycles. 
Les amorces et sondes (Eurogentec) utilisees sont rapportees ci- dessous. 
Amorce N-Myc 5' TGATGAAGAG GAAGATGAAC AGG 
Amorce N-Myc 3' TCTTGGGACG CACAGTGATG 
Sonde N-Myc Fam-ACTGTGGAGA AGCGGCGTTC CTCCT-Tamia 

Amorce Twist 5' GGACAAGCTG AGCAAGATTC AGA 
Amorce Twist 3' TCTGGAGGAC CTGGTAGAGG AA 
Sonde Twist Fam-AGCTGGCGGC CAGGTACATC GA-Tamra 

Amorce ODC 5' CTGTCGTCTC AGTGTGAAAT TCG 

Amorce ODC 3' CGCCCGTTCC AAAAGGA 

La specificite de 1'amplicon obtenu a ete confirmee par incorporation "SYBR-Green" 
(Applied Biosystems) sur des dilutions successives au demi des ADNc et obtention d'un 
pic unique en courbe de dissociation. Les amorces et sondes (marquees VIC en 5' et 
TAMRA en 3') du gene calibrateur (RNAseP) sont foumies dans le kit "ABI PRISM 
RNAseP Predevelopped Taq-Man Assay Reagents" (Applied Biosystem). 
La reaction est effectuee sur 1 pi d'ADN complementaire, soit l/90eme du volume de 
transcription inverse, dilue dans 4 pi d'eau, de facon a standardiser l'etude des differents 
genes et minimiser la variabilite des etapes d'extraction d'ARN et de synthese d'ADNc. 
Chaque echantillon est teste en deux replicats. 
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4) Northern blot : Ces resultats ont egalement ete confirmes par Northern blot. 
Pour cela, 15 ug d'ARN totaux sont separes sur gel d'agarose 1%, en tampon MOPS- 
formaldehyde, sur la nuit a 40 V constant. Le gel est transfere par capillarite sur membrane 
Hybond N+ (Amersham) pendant une nuit en tampon de transfert (SSC 20x). Les sondes 

5 radioactives utilisees sont elaborees en marquage aleatoire a partir du systeme "Readiprim 
IT (Amersham) sur 50 ng d'ADN en presence de 5 uCi de dCTP a32. Apres 1 heure.de 
marquage a 37°C, la sonde est purifiee sur colonne (mini quick spin DNA columms Roche) 
et denature pendant 5 min a 95°C avant utilisation. L'hybridation s'effectue en tampon 
CHURCH (Na2HP04 1M, NaH2P04 1M, SDS 7%, BSA 1%) sur la nuit et sous 
10 agitation a 65°C. La membrane est lavee avec du SSC 2X pendant 20 min, puis 5 min 
avec du SSC 0.1X / SDS 0.1% et placee dans une cassette avec un film radiographique a 
-80°C. Les resultats obtenus confirmaient ceux obtenus sur puce a ADN et sur PGR en 
temps reel. 

5) Western blot : Les inventeurs ont egalement analyse la relation Twist-N myc au 
15 niveau proteique par Western blotting, par I'utilisation d'anticorps polyclonaux diriges 

contre un epitope C16K correspondant a la partie N-terminale de Twist (Agrobio). 
Les culots a sec realises sur les lignees cellulaires ont ete resuspendus dans 100 a 200 ul de 
tampon de lyse (Tris HC1 pH 7.5 20mM, Triton 1%, SDS 0.05%, Deoxycholate ds 
sodium 0.5%, Nacl 150mM) en presence d'inhibiteur de proteases : cocktail Complete 

20 (Roche) et PMSF 0.5% (Roche). Apres 30 min d'incubation sur la glace, les echantillons 
ont ete centrifuges a 12000 rpm pendant 5 min a 4°C et le surnageant contenant la fraction 
proteique a ete recuperee. La quantite de proteines totales est estimee par dosage 
colorimetrique par rapport a une courbe standard d'albumine serique bovine (0 ; 2 ; 4 ; 8 ; 
12 ; 16 ; et 20 ug/ml) et lecture de la densite optique a 595 ran, 

25 Pour r etude des proteines Twist (27 kDa) et N-Myc (64kDa), lOOug des extraits 
proteiques totaux, ont ete repris dans un volume final de 36 ul en presence de 6 p.1 de 
tampon de charge 6x (Tris-HCl (pH 6.8) 375mM, SDS 6%, glycerol 10%, b- 
mercaptoethanol 30%, BBP 0.06%) puis deposes sur gel SDS-PAGE 15%. Apres 
migration 2 heures a 100 V constant en tampon Tris-glycine-SDS lx (SIGMA), le gel a 
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ete transfere en condition refKgerante lh a 200mA sur membrane nitroceUulose de porosite 
0,2 urn en tampon Tris-glycine lx-methanol 20%. 

Apres saturation des sites aspecifiques (BSA 3%, lait ecreme 5% ou I- Block 0,2% 
(Tropix)), les membranes ont ete placees en presence de Panticorps primaire specifique 
5 une nuit a 4°C: (i) anti-N-Myc #556438 (Pharmingen) ou # sc- 142 (Tebu) en lait ecreme 
0.5%; (ii) anti-Twist (polyclonal de lapin ou de poule anti-C16K Agrobio) en J- Block 
0,2%. Apres rincages en TBS-Tween 0.1% (Sigma) les membranes ont ete incubees avec 
1'anticorps secondaire correspondant couple a la peroxydase HRP (DAKO) 1 heure a 
temperature ambiante. Apres rincage, la revelation a ete effectuee a l'aide du kit de 

10 revelation "ECL" (Amersham) par luminescence et detection sur film Biomax. Les resultats 
confirmaient au niveau proteique, les resultats obtenus au niveau des ARNm. 

Conclusion : Les inventeurs ont montre que la surexpression du gene Twist 
etait directement associee a la surexpression de N-Myc, que cette derniere soil liee ou 
non a une amplification genique. Cette association indique que I 'expression de Twist 

15 est necessaire pour la survie et la proliferation des cellules presentant une 
surexpression de N-Myc. 

Exemple 4 - Le gene Twist est un oncogene implique dans l'inhibition de 
l'apoptose N-Myc dependante 

20 Sur le plan fonctionnel, les inventeurs ont demontre que la surexpression experimentaie de 
Twist dans des lignees issues de neuroblastome conduisait les cellules vers un etat de 
senescence prematuree. Ce type de reponse est un mecanisme de defense cellulaire contre 
l'induction d'un oncogene (Dimri et al., 1995; pour revue : Mathon and Lloyd, 2001). La 
senescence des cellules a ete observee par test de coloration X-Gal a pH 6, reflet d'une 

25 hyperactivite enzymatique mitochondriale. Les cellules sont rincees avec du PBS IX, fixees 
5 min a temperature ambiante par une solution PBS IX, Formaldehyde 37%, 
Glutaraldehyde 25%, et incubees dans la solution de coloration (PBS IX, K3Fe(CN)6 
5mM, K4Fe(CN)6 5mM, MgC12 2mM, NaCl 150m M, Tampon Phosphate pH6 
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lOOmM, C6H507Na3 40mM, X-Gal lmg/ml) a 37°C over-night Apres rincage a 1'eau 
demineralisee, la coloration a ete evaluee au microscope. 

Les inventeurs ont alors montre que c'est la cooperation entre H-Twist et N-Myc qui etait 
responsable de la transformation cellulaire, mise en evidence par l'acquisition des cellules a 
5 pousser en milieu semi-liquide. Pour cela, les inventeurs ont developpe un test de 
transformation cellulaire de cellules primaires. Deux types de cellules ont ete utjlisees : des. 
cellules embryonnaires primaires sauvages (MEF wt) mais egalement des MEF issues de 
souris portant un KO sur le gene Atf (MEF-InK4a- Arf /_) ' Dans ces cellules, le gene InK4a 
reste fonctionnel mais le gene Arf, regulant positivement p53 est non fonctionnel. Ces 
10 cellules ont ete gracieusement fournies par le Dr M. van Lohuizen. Ces cellules sont 
cultivees a 37°C sous 5% de C02 en milieu DMEM (Invitrogen corporation) supplement 
SVF 10%, glutamine 2% et P/S (10 000 U/ml). 

Pour cela, les tests de transformation en soft agar sont effectues sur une base agar a 0,75% 
(Low melting Point agarase) et un top agar a 0,45% (BMA). Les cellules sont transferees 
15 par la methode des precipites au phosphate de calcium puis cultivees en triplicat pendant au 
moins 4 a 6 semaines en presence des antibiotiques ad hoc. Les clones transformants sont 
numeres et exprimes en % de colonies formees par rapport au nombre de cellules 
ensemencees. 

Dans ce modele, 1' introduction de NMyc ou BTwist dans des cellules MEF wt ne 
20 permet pas de transformer les cellules mais c'est la cooperation entre H-Twist et N-Myc 
qui confere aux cellules wt la capacite de pousser en milieu semi-liquide, reflet d'une 
transfoimation cellulaire. Les inventeurs ont montre que H-Twist interferait avec la reponse 
p53-Arf puisque Tintroduction seule de N-Myc provoquait la transformation de MEF- 
InK4a-Arf / ", alors que celle de H-Twist non. La surexpression conjointe de N-Myc et de 
25 Twist conduisait a une augmentation de la taille et du nombre des colonies transfoimees, 
indiquant que H-Twist devait egalement interferer avec des mecanismes ARF independant. 
Les inventeurs ont egalement montre que H-Twist pouvait inhiber la reponse apoptotique 
induite par N-Myc et que l'inactivation de Pexpression de Twist dans des lignees cellulaires 
N-myc amplifie permettait de restaurer cette apoptose induite par N-Myc. Cette 
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inactivation a ete realisee experimentalement par interference ARN ou KNAi, phenomene 
d'extinction genique post-transcriptionnelle sequence specifique, induit par 1'mtroduction 
dans la cellule de petits ARN interferents (siRNA) de 21 a 23 nucleotides (Elbashir et al, 
2001). 

Pour cela, deux oligonucleotides ARN doubles brins interferents (ARNi) ciblant la region 5' 
ou 3' de I'ARNm du gene Twist ont ete synthetises. Les sequences des regions cibles 
reconnues par ces ARNi sont respectivement: AACAGC GAGGAAGAGCCAGAC pour 
l'ARNi Twist 5', soit les bases 51 a 72 suivant le codon d'initiation de traduction; 
AAGATGGCAAGCTGCAGCGCTATGT pour l'ARNi Twist3', soit les bases -97 a -76 
precedant le codon d'arret de traduction. L'ARNi "Scramble", ou aleatoire, de sequence 
AAGCGCGCTTTGTAGGATTCG, a ete choisi pour nliybrider aucune sequence connue 
du genome humain. 

Les cellules ont ete transferees a l'aide du reactif Exgen 500 par les differents ARNi a une 
concentration finale de 100 nM, puis 1'apoptose a ete analysee 72 heures plus tard par 
cytometric de flux soit par marquage TUNEL de l'ADN fragmente a l'aide du kit " In Situ 
Cell Death Detection Kit, Fluorescein ou TMR" (Roche), soit par evaluation de la sous- 
population sub-Gl par analyse du cycle cellulaire apres incorporation d'iodure de 
propidium. Dans le premier cas, 10 6 ceUules par point sont fixees par une solution PBS IX, 
PAF 1% pendant une heure a temperature ambiante et permeabilisees a l'aide d'une 
solution Triton 0,1% en PBS deux minutes sur la glace. Un controle positif d'apoptose est 
effectue par incubation de cellules en presence de DNAse (Boehringer) et un controle 
negatif par incubation des cellules dans le tampon seul. Dans tous les autres puits, un 
marquage enzymatique dans le tampon est realise une heure a 37°C en atmosphere humide 
et dans le noir. Apres deux rincages PBS, les cellules sont analysees au FACSCAN. 
Dans le cas de Panalyse du cycle cellulaire, les cellules sont rincees par 5ml de PBS/BSA 
1% a froid puis fixees dans 5ml d'ethanol 70% en vortexant 30 nunutes dans la glace. 
Apres rincage au PBS, les cellules sont permeabilisees par addition de 1 ml d'HCL 2N- 
triton 0.5% 30 minutes a temperature ambiante. Apres rincage au PBS, les cellules sont 
reprises dans 1 ml de PBS contenant 5 ug/ml d'iodure de propidium avant d'etre analysees 
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au Facscan. Les resultats obtenus mettaient en evidence que reactivation de K-Twist par 
ARN interference pemiettait d'induire jusqu* a 32% de mort cellulate par rapport aux 
controles non transferees ou transferees par un ARN inteiferent aleatoire qui ne 
montraient que 4 a 5% de cellules en subGl. Par marquage TUNEL, les inventeurs ont 
montre que les cellules, dans lesquelles H- Twist etait inactive, mouiraient par apoptose. 
Les resultats montraient que dans les lignees cellulaires issues de neuroblastomes, 
1 5 apoptose N-Myc dependante etait fonctionnelle mais inhibee par la surexpression de H- 
Twist et qu'il etait possible de restaurer la mort cellulaire programmee en inhibant H~Twist. 



Conclusion : V ensemble de ces resultats demontrent la participation du gene 
twist dans le developpement dun cancer, tel que le cancer du sein ou le 
neuroblastoma En particidier, ces resultats demontrant que la capacite de N Myc a 
induire V apoptose est retablit lorsqu'on bloque V expression du gene twist qui est de 
cefait un excellent gene cible dans la lutte contre le cancer. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation cTau moins un inhibiteur de Pexpression du gene twist pour la febrication d'un 
medicament pour lutter contre le cancer. 

2. Composition pharmaceutique comprenant au moins un inhibiteur de Fexpression du gene 
twist et au moins un excipient phaimaceutiquement acceptable. 

3. Procede pour le pronostic et/ou le diagnostic in vitro d'un cancer a partir d'un 
echantillon Hologique preleve chez un patient selon lequel on deteimine Pexpression du 
gene twist 



4. Procede pour le pronostic et/ou le diagnostic d'un cancer selon la revendication 3 
comprenant les etapes suivantes : 

a. on dispose d'un echantillon biologique du patient et on extrait du materiel 
biologique de Fechantillon biologique 

b. on dispose d'au moins un reactif specifique du gene twist 

c. on determine fexpression du gene twist. 

5. Procede selon la revendication 3 ou 4 caracterise en ce que Fechantillon biologique 
preleve chez le patient est un echantillon tissulaire ou sanguin 

6. Procede selon Fune quelconque des revendications 3 a 5 caracterise en ce que le cancer 
est choisi parmi le neuroblastome ou le cancer du sein 

7. Kit de diagnostic et/ou de pronostic d'un cancer comprenant au moins un reactif 
specifique du gene twist 
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REVENDICATIONS 

1. Procede pour le pronostic et/ou le diagnostic in vitro d'un cancer a partir d'un 
echantillon biologique preleve chez un patient selon lequel on determine 1* expression 

5 du gene twist 

2. Procede pour le pronostic et/ou le diagnostic d*un cancer selon la revendication 1 
comprenant les etapes suivantes : 

a. on dispose d'un echantillon biologique du patient et on extrait du 
10 materiel biologique de P echantillon biologique 

b. on dispose d'au moins un reactif specifique du gene twist 

c. on determine V expression du gene twist. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce que V echantillon 
15 biologique preleve chez le patient est un echantillon tissulaire ou sanguin 

4. Procede selon l'une quelconque des revendications 1 a 3 caracterise en ce que le 
cancer est choisi parmi le neuroblastome ou le cancer du sein 
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